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RESUMO 
As doenças cardiovasculares representam a maior causa de morbimortalidade entre 
mulheres mundialmente e se tornam mais prevalentes após a menopausa, o que 
confere ao estrogênio papel cardioprotetor. A terapia de reposição hormonal (TRH) 
estrogênica isolada ou combinada com progestinas tem sido alvo de estudos como 
potencial alternativa na abordagem das condições associadas a fase pós-
menopausa. Nesse contexto, o acetato de medroxiprogesterona (MPA) é a 
progestina mais estudada e utilizada na TRH, porém suas ações sobre o sistema 
cardiovascular têm demonstrado efeitos antagônicos aos benefícios da 
progesterona, e a drospirenona (DRSP) exerce uma potente ação 
antimineralocorticóide, havendo evidências clínicas e experimentais de sua atuação 
positiva.O sistema renina-angiotensina (SRA) é um componente-chave no controle 
da homeostase cardiovascular, o qual é modulado pela condição estrogênica, e 
sendo assim, a deficiência estrogênica modula desfavoravelmente esse sistema. Os 
efeitos vasculares do estrogênio são bem elucidados, porém há escassez de 
estudos que investiguem os efeitos da terapia hormonal com MPA e DRSP sobre o 
sistema cardiovascular. Sendo o SRA um importante eixo endócrino para a 
manutenção da hemodinâmica cardiovascular e a TRH uma medida terapêutica aos 
prejuízos, sintomas e riscos apresentados na menopausa, faz-se necessário 
conhecer os efeitos da terapia hormonal com essas progestinas sobre esse 
sistema.Os experimentos foram conduzidos em ratas Wistarsham e 
ovariectomizadas, as quais foram divididas aleatoriamente em 5 grupos 
experimentais: SHAM, ovariectomizadas (OVX), OVX tratadas com 17β-estradiol [E2] 
(OE2); OVX tratado com DRSP e E2 (DRSP+OE2) e OVX tratado com MPA 
(OVX+MPA) via oral. Após 4 semanas de tratamento, foi realizada a reatividade 
vascular, com curvas dose-resposta a angiotensina – (1-7) (Ang 1-7), tanto sozinha 
quanto na presença dos inibidores L-NAME, PD123319 e A-779. Adicionalmente, a 
aorta foi dissecada e avaliada a expressão proteica de AT-1, AT-2, Mas, ECA-2 e 
eNOS. Houve um aumento de peso corporal dos animais OVX e OVX+MPA, a 
eficácia da ovariectomia foi comprovada com a redução do peso uterino das ratas 
OVX e os tratamentos de reposição hormonal reverteram essa atrofia. Houve um 
prejuízo na reatividade vascular aórtica mediada pela Ang 1-7 nas ratas OVX, sendo 
prevenido pelas terapias, sendo que as ratas OE2 melhoraram esse efeito. A 
vasodilatação foi abolida na presença de L-NAME e houve redução da resposta na 
presença de PD123319 nas ratas OE2. Não houve diferença na expressão proteica 
de AT1 e ECA-2 entre os grupos, a expressão de Mas foi maior nos grupos OE2 e 
DRSP+OE2 e AT2 e eNOS foi mais expressa em OVX+MPA. Diante dos resultados 
expostos, pode-se concluir que a hipoestrogenia prejudica a vasodilatação induzida 
pela Ang 1-7 na reatividade vascular em anéis aórticos; as terapias com estradiol e 
progestinas restauram esses parâmetros, sendo esta a primeira vez que são 
relatados os efeitos das terapias hormonais de MPA e DRSP+E2 sobre a Ang 1-7 
vascular. 
Palavras-chave: Deficiência estrogênica, sistema renina-angiotensina, terapia de 















Cardiovascular diseases represent the major cause of morbidity and mortality among 
women of the world and become more prevalent after menopause, which gives the 
estrogen cardioprotective role. Estrogenic hormone replacement therapy (HRT) 
alone or in combination with progestins has been the target of studies as an 
alternative potential in the management of conditions associated with the 
postmenopausal phase. In this context, medroxyprogesterone acetate (MPA) is the 
most studied and used progestin in HRT, but its actions on the cardiovascular system 
have demonstrated antagonistic effects to the benefits of progesterone, and 
drospirenone (DRSP) exerts a potent antimineralocorticoid action, clinical and 
experimental evidence of its positive performance. The renin-angiotensin system 
(RAS) is a key component in the control of cardiovascular homeostasis, which is 
modulated by the estrogenic condition, and thus, estrogen deficiency modulates this 
system unfavorably. The vascular effects of estrogen are well elucidated, but there is 
a shortage of studies investigating the effects of hormonal therapy with MPA and 
DRSP on the cardiovascular system. Since RAS is an important endocrine axis for 
the maintenance of cardiovascular hemodynamics and HRT is a therapeutic measure 
for the damages, symptoms and risks presented at menopause, it is necessary to 
know the effects of hormonal therapy with these progestins on this system. The 
experiments were conducted in Wistar sham and ovariectomized rats, which were 
randomly divided into 5 experimental groups: SHAM, ovariectomized (OVX), OVX 
treated with 17β-estradiol [E2] (OE2); OVX treated with DRSP and E2 (DRSP + OE2) 
and OVX treated with MPA (OVX + MPA) orally. After 4 weeks of treatment, vascular 
reactivity was performed with angiotensin-1-7 (Ang 1-7) dose-response curves, both 
alone and in the presence of the inhibitors L-NAME, PD123319 and A779.In addition, 
the aorta was dissected and the protein expression of AT-1, AT-2, MAS, ECA-2 and 
eNOS were evaluated. There was an increase in body weight of OVX and OVX + 
MPA animals, the efficacy of ovariectomy was confirmed by the reduction of the 
uterine weight of OVX rats and the hormone replacement treatments reversed this 
atrophy. There was an impairment in Ang 1-7-mediated aortic vascular reactivity in 
OVX rats, being prevented by the therapies, and OE2 rats improved this effect. 
Vasodilation was abolished in the presence of L-NAME and there was a reduction of 
the response in the presence of PD123319 in OE2 rats. There was no difference in 
the protein expression of AT1 and ECA-2 between the groups, Mas expression was 
higher in the OE2 and DRSP + OE2 and AT2 groups and eNOS was more expressed 
in OVX + MPA. In view of the abovementioned results, it can be concluded that 
hypoestrogenism impairs Ang 1-7 induced vasodilatation in vascular reactivity in 
aortic rings; and the therapies with estradiol and progestins restore these 
parameters, being this the first time that the effects of the hormonal therapies of MPA 
and DRSP + E2 on the vascular Ang 1-7 are reported. 
Keywords: Deficiency estrogenous; renin-angiotensin system; therapy hormonal 



















As doenças cardiovasculares (DCV’s) representam a maior causa de 
morbimortalidade entre homens e mulheres da população mundial, correspondendo 
a cerca de 20% das mortes(Mensah&Browm, 2007; Wang et al., 2014; 
Simsekyilmazet al., 2015). As DCV’ssão também a maior causa de internação no 
Sistema Único de Saúde (SUS); se tornando um importante problema de saúde 
pública no Brasil (Mansur &Favarato, 2012; Malta et al., 2011). Alguns fatores são 
identificados como de risco para o desenvolvimento das DCV’s: tabagismo, 
sedentarismo, hábitos alimentares, obesidade e sobrepeso, diabetes mellitus, 
hipertensão arterial e a menopausa (Moreiraet al., 2010; Limet al., 2012). 
A menopausa é caracterizada pela cessação do ciclo menstrual, onde, em 
decorrência da falência ovariana, ocorre uma queda nos níveis dos estrógenos 
circulantes – 17 β-estradiol (E2), estriol e a estrona – hormônios que desempenham 
um papel fundamental na regulação da homeostase cardiovascular das mulheres, 
lhes atribuindo um papel cardioprotetor (Yang &Reckelhoff, 2011; Meyeret al., 
2011).De maneira geral, as mulheres apresentam uma expectativa de vida maior 
comparada à média masculina, e é conhecido que os homens tendem a desenvolver 
maiores riscosdeeventos cardiovasculares do que as mulheres em idade semelhante 
no período fértil, porém, ao suceder a menopausa, a incidência de DCV’s nas 
mulheres aumentam consideravelmente, podendo se igualar ou até mesmo exceder 
o dapopulação masculina, se tornando uma das principais causas de morte entre as 
mulheres de todo o mundo na pós-menopausa (White, 2002; Mosca et al., 2007). 
A condição de hipoestrogenismo progressivo exerce um importante impacto 
fisiológico no organismo feminino, associando-se a: sintomas vasomotores, prejuízo 
cognitivo, atrofia urogenital e um aumento no risco de desenvolvimento de doenças 
crônicas degenerativas; como a osteoporose, a diabetes do tipo II e o Alzheimer 
(Maturanaet al., 2007; Spritzer&Wender, 2007 O’Haganet al., 2012). A redução dos 
hormônios ovarianos se relaciona com uma alteração no perfil lipídico, na glicemia 
de jejum, aumento na pressão arterial (PA) e da deposição de gordura na região 
abdominal, fatores que são considerados de risco para o surgimento de eventos 
cardiovasculares, os quais contribuem para o desenvolvimento de DCV’s (Versianiet 




Figura 1: Menopausa e seus efeitos biológicos no organismo da mulher (acervo do 
laboratório). 
 
O E2 é o mais potente dos estrógenos endógenos e seu papel cardioprotetorestá 
relacionadoa capacidade de regular uma grande variedade de processos 
fisiológicos, incluindo funções do sistema nervoso; reprodutoras; cardiovasculares e 
imunológicas. Ele exerce um papel importante na homeostase vascular, agindo na 
síntese de substâncias vasoativas, através de fatores dependentes e independentes 
do endotélio(Edwards, 2005; Khalil, 2013; Dos Santos et al., 2014). Foi demonstrado 
que o E2 previne a disfunção endotelial através do aumento da expressão de 
enzimas antioxidantes e intensifica a biodisponibilidade de óxido nítrico (NO), o que 
promove uma redução na produção de espécies reativas de oxigênio (EROS), 
impedindo o estresse oxidativo vascular (Strehlowet al., 2003; Meyer et al., 2006). 
Além disso, esse hormônio age aumentando a síntese de outras substâncias 
vasodilatadoras, como a prostaciclina (PGI2) vascular, e diminui a síntese de 
substâncias vasoconstritoras, como a angiotensina II (Ang II) e a enzima conversora 
de angiotensina (ECA) (Wang et al., 2013). 
As ações biológicas do E2podem ser mediadas pela regulação da transcrição de 
genes ou via sinalização intracelular, que se relaciona aos seus efeitos não-
genômicos(Meyer et al., 2006; Meyer & Barton, 2009; Meyer et al., 2011). Os 
receptores estrogênicos nucleares ERα e ERβ são responsáveis pelas ações 




cardiovascular, sendo expressos no endotélio, células do músculo liso vascular 
(CMLV) e na camada adventícia (Bolegoet al., 2006; Ross et al., 2008). Atuam como 
fatores de transcrição ativados por ligantes, sendo que a ligação com o E2 resulta 
em sua translocação para o núcleo, dimerização e recrutamento de cofatores, 
alterando a transcrição de genes (Murphy, 2011). Além dos receptores clássicos, foi 
identificado um outro receptor estrogênico, o qual é um receptor de membrana 
acoplado a proteína G (GPER), com fortes evidências que o indica como 
responsável pela sinalização intracelular que permeia os efeitos agudos do 
estrogênio, os quais são produzidos em um intervalo de tempo curto, denominados 
efeitos rápidos (Revankaret al., 2005; Lindseyet al., 2013; Revelliet al., 1998; 
Hammes&Levin, 2007) (Fig. 2). 
 
Figura 2:Efeitos cardioprotetores do estrogênio mediante a ativação de seus 
receptores.CMLV, células do músculo liso vascular; NO, óxido nítrico (acervo do 
laboratório). 
 
A terapia de reposição hormonal (TRH) é bem estabelecida como medida 
terapêutica aos prejuízos, sintomas e riscos apresentados na menopausa, porém 
seus efeitos cardiovasculares são controversos e ainda permanecem comoum 
potencial alvo de estudos (Kahlil, 2013). Os primeiros estudos clínicos 




Health Study (NHS), um estudo prospectivo que demonstrou que a terapia 
estrogênica foi capaz de reduzir de 35 a 50% a frequência deDCV’s em mulheres 
pós-menopausadas (Grodsteinet al., 2000; Dubeyet al., 2004). Estudos 
experimentais comprovam os efeitos benéficos vasculares do estrogênio, o qual foi 
capaz de diminuir a pressão arterial, melhorar a reatividade vascular, além de 
prevenir o estresse oxidativo, a disfunção endotelial e o remodelamento vascular em 
estágios iniciais da hipertensão em ratas ovariectomizadas (Garcia et al., 2005; 
Hernandez et al., 2000; Borgoet al., 2011; Claudio et al., 2013). Porém, ensaios 
clínicos longitudinais randomizados que utilizaram a associação do estrogênio com 
progestinas, como o Women Health Initiative (WHI) e o Heart 
andEstrogens/ProgestinReplacementStudy (HERS I e II), os quais avaliaram os 
efeitos da TRH no âmbito da prevenção primária e secundária, resultaram em 
poucos benefícios cardiovasculares e até mesmo eventos adversos, como aumento 
de acidente vascular cerebral isquêmico e de outros eventos tromboembólicos, além 
de terem apresentado um aumento da incidência de DVC’s e até mesmo de morte 
pelas mesmas (Gradyet al., 2002; Hendrix et al., 2006;Anderson et al., 2004; 
Rossouwet al., 2002). A ausência de benefícios nesses ensaios pode estar 
relacionada a diversos fatores, sendo alguns desses: via de administração utilizada, 
dose do hormônio de escolha, interação com outros hormônios sexuais e o momento 
o qual a terapia é iniciada (Kahlil, 2013; Rossouwet al., 2007). Apesar desse 
paradoxo, a TRH é amplamente utilizada na prática clínica, sendo associada a 
vários estrógenos e progestinas (Schmidt, 2012).  
As progestinas são compostos sintéticos que exercem ações pró-gestacionais 
análogos aos da progesterona natural, sendo empregadas na TRH com o objetivo 
de prevenir a hiperplasia endometrial ocasionada pela terapia com o estrogênio, 
condição que predispõe ao câncer (Stanczyk&Henzl, 2001; Anderson et al., 2004).A 
progesterona age via receptor de progesterona (PR), o qual, assim como os 
receptores estrogênicos clássicos, é um fator de transcrição ativado por ligante e 
membro da família de receptores nucleares de esteróides (Lu et al., 2006). As 
progestinas se ligam ao PR com alta afinidade e simulam suas ações, contudo, 
muitas progestinas se ligam a outros membros da família de receptores esteroides, 
como os receptores de andrógenos (AR), receptores de estrógenos (ER) receptores 




vai acarretar ao surgimento de efeitos colaterais(Africanderet al. 2011; Mooreet al., 
2012). A progesterona foi capaz de reduzir a hiperreatividade coronariana em 
primatas ovariectomizadas,prejudicou o relaxamento dependente do endotélio em 
artérias coronárias de suínos, e aumentou a liberação de EROS em células do 
músculo liso vascular (Cox et al., 2005; Hermsmeyeret al., 2004; Wassmannet al., 
2005). 
O acetato de medroxiprogesterona (MPA) é uma progestina derivada da 17α-
hidroprogesterona, apresentando um perfil altamente glicocorticoide e andrógeno 
(Bambergeret al., 1999), sendo a mais estudada e utilizada na TRH (Anderson et al., 
2004). Contudo, suas ações sobre o sistema cardiovascular têm demonstrado 
efeitos antagônicos aos benefícios da progesterona natural, o que tem gerando 
críticas quanto o seu uso (Hermsmeyeret al., 2008). De fato, estudos clínicos 
demonstraramque a monoterapia com MPA ou a terapia combinada com o E2 
causaram aumento detromboembolismo venoso, doHDL-colesterol e de 
biomarcadores de doença arterial coranariana (DAC) (Wild et al., 2013; Sweetlandet 
al., 2012; Godsland, 2001). Experimentalmente, foi demonstrado que o MPA 
antagonizou os efeitos protetores da progesterona sobre a função vascular de 
primatas (Mishraet al., 2005), e outro estudo evidenciou que o MPA aboliu os 
benefícios do estradiol sobre a PA, hipertrofia cardíaca e a função endotelial de ratas 
ovariectomizadas tratadas com aldosterona e sobrecarga salina (Arias-lozaet al., 
2006). 
A drospirenona (DRSP) é uma progestina derivada da 17α-espirolactona e o único 
progestágeno sintético com propriedade anti-aldosterona, além de exercer efeitos 
anti-andrógenos importantes (Strike-Ware, 2005). Desempenha uma potente ação 
antimineralocorticóide, sendo assim antagonista do RM, e é amplamente utilizada 
como contraceptivo e na TRH (Fuhrmannet al., 1996; Krattenmacher, 2000; Elger et 
al., 2003). Estudos clínicos demonstraram que a associação da DRSP com o E2 
resulta na excreção de água e sódio, resultando em uma modesta diminuição no 
peso corporal das mulheres, quando comparado com o contraceptivo oral clássico, e 
em mulheres pós-menopausadas com hipertensão leve, induz a uma diminuição da 
pressão sanguínea, além de melhorar a função endotelial em mulheres 





Estudos experimentais corroboram os efeitos benéficos da DRSP sobre o sistema 
cardiovascular, em que foi constatada a atuação positiva dessa progestina sobre a 
síntese de NO e em marcadores bioquímicos cardiovasculares, relacionando-se 
esses efeitos diretamente com a sua propriedade antimineralocorticóide (Seegeret 
al., 2009; Simonciniet al., 2007). Recentemente, Borgo e colaboradores (2016) 
demonstraram que a terapia combinada de DRSP com o E2 foi capaz de reduzir a 
pressão arterial e melhorar a reatividade vascular dependente do endotélio no leito 
vascular coronariano de ratas espontaneamente hipertensas e ovariectomizadas. 
A DRSP antagoniza as ações da aldosterona, um hormônio que se liga ao RM 
retendo água e sódio, o que resulta na elevação da PA. Apesar dos 
mineralocorticóides exercerem um importante papel fisiológico sobre os fluidos e 
eletrólitos, tem-se ciência que os efeitos da aldosterona combinado ao RM podem 
desencadear uma série de processos fisiopatológicos associados ao 
desenvolvimento de doenças cardiovasculares, e que as ações desse hormônio 
atingem outros sistemas e órgãos além dos rins, regulando diretamente a resistência 
vascular nas células do músculo liso vascular (Feldman & Gros, 2011; Mccurleyet 
al., 2012; Genazzani, 2007). Sendo assim, essa progestina tem a capacidade de 
atuar mimetizando os efeitos endógenos da progesterona natural sobre o sistema 
renina angiotensina aldosterona (SRAA) (Fig. 3). 
O sistema renina-angiotensina (SRA) é um componente-chave no controle da 
homeostase cardiovascular, atuando diretamente sobre o tônus vascular (Ferreira & 
Santos, 2005). A via clássica desse sistema é bem esclarecida, em que a redução 
do volume e pressão sanguínea leva a uma diminuição da concentração de cloreto 
de sódio, que sensibiliza as células justaglomerulares dos rins a secretarem renina, 
enzima responsável por clivar o angiotensinogênio em angiotensina I (Ang I).Por 
conseguinte, a Ang I é catalisada pela ECA em Ang II, e este peptídeo pode se ligar 
aos seus receptores de angiotensina II do tipo 1 (AT1) e do tipo 2 (AT2), 





Figura 3: Efeitos da aldosterona na doença cardiovascular. PARA, progestógenos 
antagonistas do receptor de aldosterona (Adaptado de Genazzaniet al., 2007). 
 
As vias alternativas do SRA não são bem elucidadas, e estão diretamente 
associadas a efeitos vasodilatadores desse sistema. Dentro desse contexto, se 
destaca a angiotensina – (1-7), um heptapeptídeo que exerce efeitos fisiológicos 
vasodilatadores, contrapondo as ações vasoconstrictoras da Ang II (Ferreira & 
Santos, 2005).Esse hormônio pode ser formado a partir da Ang I, por vias 
independentes da ECA, ou via uma homóloga dela, a enzima catalizadora de 
angiotensina 2 (ECA-2) (Carey &Siragy; 2003; Donoghue et al., 2000; Tipnis et al., 
2000). 
Os efeitos desse hormônio são dados pelo receptor Mas acoplado à proteína G, 
embora existam evidências de respostas fisiológicas correlacionadas aos receptores 
da Ang II, AT1 e AT2 (Carey &Siragy; 2003). No sistema cardiovascular, este 
hormônio exerce um efeito cardioprotetor, promovendo a diminuição do 
remodelamento cardíaco por meio da diminuição de fibrose e hipertrofia (Carey 
&Siragy, 2003).A sua ação vasodilatadora nos vasos sanguíneos acontece por um 
mecanismo dependente do endotélio, através da fosforilação da eNOS, aumento na 
síntese de óxido nítrico (NO), nos níveis de prostanoides vasodilatadores, fator 
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e diminuição da resposta 




ECA2/Ang-(1-7)/Receptor Mas se mostra como um mecanismo contra-regulatório do 




Figura 4: Efeitos biológicos da Ang II através de seus receptores AT1 e AT2 (Adaptado de 







Figura 5: Efeitos biológicos da Ang 1-7 através do receptor Mas (Adaptado de Souza-Neto et 
al., 2018). 
 
É bem esclarecido na literatura que a condição estrogênica modula o SRA. Estudos 
demonstram que o E2 diminuiu a liberação de renina, da ECA plasmática e vascular, 
além de reduzir os níveis plasmáticos de Ang II e a expressão do receptor AT1 no 
músculo liso vascular de ratos(Schunkertet al., 1997; Proudleret al., 1995; 
Gallagheret al., 1999; Nickeniget al., 1998; Yunget al., 2011). Estudos experimentais 
mostram que o E2 aumenta os níveis de Ang 1-7 circulantes, expressão renal do 
receptor AT2 e da ECA-2, além de reduzir a expressão do receptor AT1 (Hillardet al., 
2013). Recentemente, Endlich e coloboradores (2017) apresentaram que o 
estrogênio aumentou a resposta vasodilatadora a Ang 1-7 tanto em ratas 
espontaneamente hipertensas (SHR) intactas, quanto tratadas comE2. A deficiência 
estrogênica modula desfavoravelmente o SRA, causando uma suprativaçãodo 
sistema.Estudos prévios demonstraram que a hipoestrogenia acarretou no aumento 




vasoconstrição induzida por ANG II e reduziu a resposta vasodilatadora a Ang 1-7 
em ratas (Xuet al., 2008; Wassmannet al., 2001; Endlichet al., 2017).  
Embora esteja bem descrito e elucidados os efeitos vasculares do 
estrogêniorelacionados ao SRA, há escassez de estudos que investiguem os efeitos 
das terapias hormonais com DRSP e MPA sobre esse sistema. Sendo o SRA um 
importante eixo endócrino para a manutenção da hemodinâmica cardiovascular, faz-
se necessário conhecer os efeitos dessas progestinas sobre esse sistema, visto que 









2.1 . OBJETIVO GERAL 
Investigar os efeitos da terapia hormonal contendo uma combinação de progestinas 
e estrogênio sobre o SRA vascular de ratas ovariectomizadas. 
 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
• Avaliar a reatividade vascular em anéis de aorta em resposta à angiotensina 1-7 
(Ang 1-7) de ratas Wistarovariectomizadas, após 4 semanas de terapia hormonal 
com E2. 
• Avaliar a reatividade vascular em anéis de aorta em resposta à angiotensina 1-7 
(Ang 1-7) de ratas Wistarovariectomizadas, após 4 semanas de terapia hormonal 
comDRSP+E2. 
• Avaliar a reatividade vascular em anéis de aorta em resposta à angiotensina 1-7 
(Ang 1-7) de ratas Wistarovariectomizadas, após 4 semanas de terapia hormonal 
com MPA. 
• Investigar o papel do NO, assim como dos receptores AT-2 e Mas sobre a 
reatividade vascular em anéis de aorta de ratas Wistarovariectomizadas após 
4semanas de terapiahormonal com E2. 
• Investigar o papel do NO, assim como dos receptores AT-2 e Mas sobre a 
reatividade vascular em anéis de aorta de ratas Wistarovariectomizadas após 
4semanas de terapiahormonal comDRSP+E2. 
• Investigar o papel do NO, assim como dos receptores AT-2 e Mas sobre a 
reatividade vascular em anéis de aorta de ratas Wistarovariectomizadas após 
4semanas de terapiahormonal com MPA. 
• Analisar a expressão dos receptores AT-1, AT-2 e Masem em anéis de aorta de 
ratas Wistarovariectomizadas após 4 semanas de terapiahormonal com E2. 
• Analisar a expressão dos receptores AT-1, AT-2 e Masem em anéis de aorta de 





• Analisar a expressão dos receptores AT-1, AT-2 e Mas em anéis de aorta de 
ratas Wistarovariectomizadas após 4semanas de terapiahormonal com MPA. 
• Analisar a expressão das proteínas eNOS e ECA-2em anéis de aorta de ratas 
Wistarovariectomizadas após 4 semanas de terapiahormonal com E2. 
• Analisar a expressão das proteínas eNOS e ECA-2em anéis de aorta de ratas 
Wistarovariectomizadas após 4 semanas de terapiahormonal comDRSP+E2. 
• Analisar a expressão das proteínas eNOS e ECA-2em anéis de aorta de ratas 

























3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS 
Foram utilizadas ratas Wistar adultas (10 a 12 semanas de idade), fornecidas pelo 
Biotério do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Espírito 
Santo.Os animais foram mantidos em caixas coletivas, ambiente com iluminação 
artificial e ciclo de luz regulado (12h claro/12h escuro), sob condições de 
temperatura e umidade controladas (22ºC a 24ºC e 40% a 60%, respectivamente) e 
livre acesso à ingestão de água e ração (Purina Labina®, São Paulo, SP - Brasil). 
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as diretrizes de pesquisa 
biomédica para o cuidado e uso de animais de laboratório, como afirmado pela 
Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL), e aprovado 
pela comissão de ética no uso de animais da Universidade Federal do Espírito Santo 
(protocolo 056/2016). No momento da ovariectomia, os animais foram 
divididosaleatoriamente em 5 grupos: Sham (SHAM), ovariectomizado (OVX), OVX 
tratado com estradiol (OE2), OVX tratado com drospirenona e estradiol (DRSP+OE2) 
e OVX tratado com medroxiprogesterona (OVX + MPA). 
 
3.2. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 
3.2.1.Ovariectomia 
 
Após anestesia com ketamina (80 mg/kg) e xilazina (12 mg/kg), as ratas foram 
submetidas àovariectomia. Realizou-se uma incisão bilateral de 1 a 1,5 cm na pele, 
entre o último rebordo costal e a coxa, a um centímetro da linha mediana, seguida 
de uma incisão na camada muscular, abrindo a cavidade peritoneal para remoção 
dos ovários e ligadura da tuba uterina, e posterior sutura da musculatura e pele. O 
grupo SHAM foi submetido a uma pseudo-cirurgia, onde foi realizada uma incisão 
atingindo pele e músculos, os quais foram suturadas logo em seguida. Ao final do 




intramuscular, e para analgesia foi administrado Dipirona monoidratada (100 mg/kg) 




Os animais foram tratados por via oral (gavagem) diariamente por 4 semanas (28 
dias). As drogas foram dissolvidas em carboximetilcelulose (CMC), utilizadas 
imediatamente, e todos os animais receberam o mesmo volume (0.1 ml/100g). Foi 
administrado 0.1 mg/kg de 17β-estradiol (Natifa®) no grupo OE2 o grupo OE2 + 
DRSP recebeu 0.075 mg/kg de17β-estradiol e 0.15 mg/kg de drospirenona 
(Angeliq®) e no grupo OVX + MPA administrou-se 1 mg/kg de acetato de 
medroxiprogesterona (Acetoflux®). Tais concentrações foram escolhidas no sentido 
de mimetizar as doses utilizadas na conduta clínica como terapia de reposição 
hormonal em mulheres no período pós-menopausa. As ratas foram pesadas a cada 
sete dias para o ajuste da dose da droga.Os animais que não receberam nenhuma 
das terapias tiveram o mesmo volume gavado de CMC. A eficácia da ovariectomia e 
das terapias experimentais foram avaliadas pelo peso do útero seco e a relação 
entre peso uterino e o tamanho da tíbia. 
 
3.2.3. Determinação da Fase do Ciclo Estral  
 
O ciclo estral foi realizado ao sacrifício das ratas SHAM, ao final dos 28 dias, sendo 
monitorado por meio de esfregaços vaginais. As células epiteliais vaginais foram 
coletadas diariamente entre 08:00 h e 09:00 h e examinados por microscopia óptica 
conforme descrito por Marcondes et al. (2002) para identificação dos tipos de células 
presentes nas diferentes fases do ciclo estral. As ratas foram consideradas aptas 
para os protocolos experimentais quando estavam na fase do proestro, 
caracterizada por altos níveis de estrogênio, para evitar quaisquer influências 






3.2.4. Dissecação e Reatividade Vascular em Anéis Isolados da Aorta Torácica 
 
Após anestesia com uma mistura contendo ketamina e xilazina (80 mg/kg e 12 
mg/kg, respectivamente), as ratas foram sacrificadas por decapitação. O tórax foi 
aberto, a aorta torácica foi removida e dissecada, sendo mantida em solução de 
Krebs-Henseleit (KHS, em mM: 118 NaCl, 4.7 KCl, 2.5 CaCl2.2H2O, 1.2 
MgSO4.7H2O, 1.2 KH2PO4, 23 NaHCO3, Glicose 11 e 0.01 EDTA) a 37ºC em pH 7.4 
e aerada com mistura carbogênica contendo 5% de CO2 e 95% de O2 durante o 
procedimento de dissecação. Ao término da mesma, a aorta foi cortada em 
segmentos cilíndricos (anéis) e submetida a experimentos de reatividade, sendo que 
um pequeno anel foi congelado instantaneamente em nitrogênio líquido e 
conservado a - 80ºC para análises posteriores. Após a remoção e dissecação, a 
aorta torácica foi dividida em seis anéis isolados de aproximadamente 3,5 a 4 mm de 
comprimento. Cada anel vascular foi colocado em cubas de 5 ml, as quais foram 
preenchidas com a solução de KHS e aerada com a mistura carbogênica. Dois fios 
de aço inoxidável em forma de triângulos foram passados através do lúmen dos 
segmentos, de forma que ficassem paralelos na luz do vaso. Um fio foi fixado à parte 
inferior da cuba e o outro conectado verticalmente a um transdutor de tensão 
isométrica (TSD125C, CA, USA). Após a montagem, os anéis aórticos foram 
submetidos a uma tensão de repouso de aproximadamente 1 grama, reajustada, 
quando necessário, durante o período de 45 minutos de estabilização. 
Posteriormente, os anéis foram contraídos duas vezes com cloreto de potássio (KCl, 
75 mM). Trinta minutos após a lavagem, a integridade endotelial foi testada com 
acetilcolina (Ach, 10 μM) nos anéis pré-contraídos com fenilefrina (Phe, 1μM).Um 
relaxamento igual ou superior a 70% foi considerado demonstrativo da integridade 
funcional do endotélio. Após lavar por 30 minutos e obter-se novamente os valores 
basais estáveis, curvas concentração-resposta cumulativas à Ang 1-7 (10-10 a 2 x 10-
5,5 M; Sigma, St. Louis, MO – USA) foram realizadas. Sua ação vasodilatadora foi 
avaliada na ausência e presença dos seguintes inibidores:PD 123319 (0,1 μM, um 
antagonista seletivo do receptor AT2; Sigma, St. Louis, MO – USA), A-779 (10 μM, 
um antagonista seletivo do receptor Mas; Sigma, St. Louis, MO – USA) e Nω-nitro-L-
argininemethylester (L-NAME, inibidor não-específico da óxido nítrico sintase (NOS), 




por 30 minutos antes de se realizarem as curvas, e as respostas foram registradas 
utilizando um sistema de aquisição de dados (LabChart 8, AD InstrumentsPtyLtd., 
NSW, AUS) e um computador, acoplados aos transdutores isométricos. 
 
3.2.5. Western Blotting 
 
As amostras foram homogeneizadas em um tampão de lise (em mmol/l: 150 NaCL, 
50 Tris-HCL, 5 EDTA.2Na, 1 MgCl2 mais inibidor de protease; Sigma, St. Louis, MO 
– USA). O homogenato do tecido foi centrifugado e a concentração de proteína foi 
determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976) utilizando albumina de soro 
bovino (BSA) como padrão. O homogenato de tecido (50 µg de proteína) foi 
submetido à eletroforese (2:30 h a 80V) em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 
10% e transferido a uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF, Millipore, 
Alemanha) por 1:40 - 2:30h a 60V em um sistema de blottingsemi-úmido. Após o 
bloqueio das membranas com TBS-T + leite 5% (molico desnatado) por 2:30 horas, 
as amostras foram incubadas durante a noite a 4°C com anticorpo primário 
específico para cada proteína: anti-AT1 ([1:500]; Santa Cruz Biotechnology, CA, 
EUA), Anti-AT2 ([1:500], Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA), Anti-eNOS ([1:2500], 
BD TransductionLaboratories, Lexington, UK), Anti-ECA2 ([1:200], Santa Cruz 
Biotechnology, CA, EUA) e Anti-Mas ([1:500] SantaCruz Biotechnology, CA, EUA). 
Após a lavagem das membranas com TBS-T, as mesmas foram incubadas com os 
respectivos anticorpos secundários: anti-mouseIgG (1:2500, Sigma, St. Louis, MO – 
USA) ou um anti-rabbit (1:7000, A3687, Sigma, St. Louis, MO – USA). As bandas 
das proteínas foram reveladas utilizando-se o Kit NBT/BCIP (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl phosphatenitrobluetetrazolium (NBT) / 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate 
(BCIP) – (Invitrogen Corporation, CA, USA), de acordo com as instruções do 
fabricante. A solução de NBT/BCIP foi colocada sobre a membrana de PVDF e sob 
agitação, as bandas com a expressão foram reveladas. As membranas tiveram suas 
imagens digitalizadas com o auxílio do scanner e as bandas quantificadas e 
analisadas com o auxílio do programa ImageJ (NationalInstitutesof Health, USA). Os 
dados da expressão proteica das proteínas estão demonstrados pela razão da 
densidade da banda da proteína de interesse pela densidade da β-actina 





3.3. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
A distribuição dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Como os dados 
obtiveram distribuição considerada normal, os mesmos são apresentados como 
média ± erro padrão da média (EPM). As médias referentes aos parâmetros 
ponderais e de expressão proteica foram avaliadas pela análise de variância 
(ANOVA) de uma via, tendo como fator o tratamento. As curvas concentração-
resposta foram analisadas pela ANOVA de duas vias, tendo como fatores o 
tratamento e a concentração do agonista. As comparações entre as médias foram 
realizadas pelos pós-testes de Fisher (LeastSignificantDifference – LSD) ou de 
Dunnett’s, quando apropriado. A significância estatística foi estabelecida quando P 
<0,05. As análises estatísticas e a construção das figuras foram realizadas pelo 






4.1. EFEITOS DA OVARIECTOMIA E TERAPIAS HORMONAIS SOBRE OS 
PARÂMETROS PONDERAIS 
 
Tabela 1: Peso corporal (PC) das ratas, peso de útero seco (PUS), peso do útero seco 
corrigido pelo comprimento da tíbia (PUS/CT), coxins de gordura parametrial (GP), gordura 
retroperitoneal (GRe), gordura mesentérica (GM) e a somatória total de gordura (GT). 
Valores estão expressos como média ± EPM e (n). *p<0.05 vs. SHAM; $p<0.05 vs. OVX; 
#p<0.05 vs. OE2; ≈p<0.05 vs. OE2+ DRSP; §p<0.05 vs. OVX+MPA.Para análise foi utilizada 
ANOVA de uma via, seguido de teste post hoc de Fisher. 
Objetivando analisar os efeitos da deficiência estrogênica e diferentes terapias 
hormonais sobre os parâmetros ponderais dos animais, foi averiguado o peso 
corporal dos animais após a ovariectomia e antes das terapias, o peso corporal final, 
peso de útero e dos coxins adiposos. Não houve diferença significativa entre o peso 
dos animais no começo do estudo. Ao final das 4 semanas, houve um aumento 
significativo (p< 0.05) no ganho de peso corporal das ratas OVX e OVX+MPA, e os 
tratamentos com estradiol e drospirenona foram capazes de prevenir esse ganho. A 
eficácia da ovariectomia foi evidenciada por uma redução no peso do útero seco e 
na relação útero seco/tíbia do OVX, efeito prevenido pela integridade dos ovários e 
as terapias hormonais, apesar de não restaurar aos valores de SHAM; e o 
  
  SHAM (n) OVX (n) OE2 (n) 
DRSP+OE2 
(n) OVX+MPA (n) 
PC (inicial)(g) 242.2 ± 5.4 (11) 
245.3 ± 5.3 
(16) 
252.2 ± 5.3 
(16) 
251.0 ± 5.6 
(16) 251.0 ± 6.1 (16) 
PC (final)(g) 271.3 ± 5,8 (11) 
312,0 ±8,0*#≈ 
(16) 
287,8 ± 6,0 
(16) 




PC (% variação) 10,6 ± 1,0 (11) 21,0 ± 1,6
*#≈ 
(16) 
12,2 ± 1,3 
(16) 13,2 ± 1,3 (16) 21,0 ± 1,4
*#≈ (16) 
PUS (g) 12,7 ± 0,6 (14) 3,4 ± 0,1
*#≈§ 
(15) 6,0 ± 0,4
* (17) 5,8 ± 0,3* (16) 4,8 ± 0,3*# (15) 
PUS/CT (g/cm) 3,4 ± 0,1 (14) 0,9 ± 0,03
*#≈§ 
(15) 1,6 ± 0,1
* (17) 1,5 ± 0,08* (16) 1,2 ± 0,08*#≈ (15) 
GP (g) 4,5 ± 0,4 (9) 5,0 ± 0,5 (9) 4,5 ± 0,5 (9) 5,6 ± 0,8 (9) 6,9 ± 0,8*$# (9) 
GRe(g) 3,3 ± 0,5 (9) 4,2 ± 0,4 (9) 4,1 ± 0,4 (9) 4,6 ± 0,5 (9) 6,2 ± 0,5*$#≈ (9) 
GM (g) 2,7 ± 0,1 (9) 3,2 ± 0,2 (9) 3,0 ± 0,2 (9) 3,1 ± 0,1 (9) 3,8 ± 0,3*#≈ (9) 
GT (g) 10,6 ± 0,9 (9) 12,4 ± 1,0 (9) 11,7 ± 1,1 (9) 13,44 ± 1,5 (9) 17,0 ± 1,4*$# (9) 
 





OE2apresentou um peso de útero seco maior que o OVX+MPA, que quando 
corrigido pela tíbia, este também se mostrou menor que o OE2+DRSP, sugerindo 
que as doses utilizadas nas terapias foram eficazes na reposição hormonal. O 
tratamento com medroxiprogesterona levou ao aumento dos coxins adiposos, 
resultando no aumento total de gordura em relação aos demais grupos (Tabela 1). 
 
4.2. REATIVIDADE VASCULAR EM ANÉIS DE AORTA EM RESPOSTA A ANG 1-7 
A influência da deficiência estrogênica e terapias hormonais sobre as respostas 
vasculares à Ang 1-7 foi avaliada em segmentos isolados de aorta. A resposta 
vasodilatadora concentração-dependente induzida pela Ang 1-7 foi 
significativamente reduzida no grupo OVX comparada aos demais grupos (p< 0.05) 
(Fig. 1), indicando que o hipoestrogenismo causa um prejuízo na vasodilatação 
mediada pela Ang 1-7. As terapias hormonais com estradiol e progestinas foram 
capazes de prevenir essa resposta, e interessantemente os animais tratados 
somente com o E2 apresentaram uma melhora significativa na resposta 









Figura 6. Curva concentração-resposta a Ang 1-7 (10-10 – 10-5,5) em aorta de ratas Wistar 
dos grupos SHAM (n=12); ovariectomizados (OVX, n=7); ovariectomizados tratados com 
17β-estradiol (OE2, n=14); ovariectomizados tratados com drospirenona e 17β-estradiol 
(DRSP+OE2, n=13) e ovariectomizados tratados com acetato de medroxiprogesterona 
(OVX+MPA, n=13). Valores estão expressos como média ± EPM. *p<0.05 vs. SHAM; 
#p<0.05 vs. OE2; ≈p<0.05 vs. OE2+DRSP; §p<0,05 vs. OVX+MPA. Para análise utilizou-se 






4.2.1. Avaliação da participação do mediador endotelial NO e dos receptores 
AT2 e Mas 
 
Para determinar se a resposta vasodilatorafoi modulada pelo NO, foram feitas 
curvas concentração-resposta a Ang 1-7 na presença do L-NAME, um inibidor não-
específico da enzima formadora do NO, a óxido nítrico sintase (NOS). O efeito 
vasodilatador induzido pela Ang 1-7 em todos os grupos foi completamente abolida 
na presença de L-NAME, sugerindo que o NO desempenha um papel fundamental 
na resposta vasodilatadora concentração-dependente induzida pela Ang 1-7, 
independente dos tratamentos (Fig. 7). 
 
Figura 7. Curva concentração-resposta a Ang 1-7 (10-10 – 10-5,5) sozinha (controle) e na 
presença de PD123,319 (SHAM: n=5, OVX: n=5, OE2: n=10, DRSP+OE2: n=9 e OVX+MPA: 
n=7); A-779 (SHAM: n=5, OVX: n=5, OE2: n=10, DRSP+OE2: n=5 e OVX+MPA: n=7) e L-
NAME (SHAM: n=6, OVX: n=6, OE2: n=8,DRSP+OE2: n=8 e OVX+MPA: n=6) em aorta de 
ratas Wistar dos gruposSHAM (A); OVX (B); OE2 (C); OE2+DRSP (D) and OVX+MPA (E). 
Valores estão expressos como média ± EPM. *p<0.05 comparado com a curva controle. 





Visando avaliar o mecanismo dos efeitos vasodilatadores da Ang 1-7, foi verificado o 
envolvimento dos receptores AT2 e Mas pela inibição dos mesmos, através dos 
seus antagonistas PD123319 e A-779, respectivamente (Fig. 7). Em nenhum dos 
grupos houve diferença na resposta vasodilatadora mediada pela Ang 1-7 na 
presença de A-779 e somente o grupo tratado com o E2 apresentou uma redução na 
resposta vasodilatadora induzida pela Ang 1-7 na presença do PD123319, o que 
sugere uma maior interação da Ang 1-7 com o receptor AT2 sob a influência desse 
hormônio (Fig. 7C). 
 
4.3. EXPRESSÃO PROTEICA 
 
Foi realizado Western Blottingpara verificar os efeitos da ovariectomia e das terapias 
hormonais sobre os componentes do SRA e da enzima produtora de NO endotelial, 
visto que já é bem descrito na literatura que a resposta da Ang 1-7 é mediada pelo 
endotélio. Foi avaliada a presença dos receptores AT1; AT2 e Mas, da ECA-2, 
responsável por produzir Ang 1-7, e da óxido nítrico sintase endotelial (e-NOS), a 
isoforma endotelial da NOS, que produz NO no endotélio vascular. Não houve 
diferença na expressão do receptor AT1 (Fig. 8A) e nem da ECA-2 (Fig. 8C) entre os 
grupos. Os animais tratados com MPA apresentaram um aumento da expressão de 
AT2 comparado ao SHAM (Fig. 8B). Em relação ao receptor Mas, o grupo 
DRSP+OE2exibiu um aumento significativo (p<0.05) de sua expressão em relação 
ao grupo SHAM, assim como os animais do grupo OE2, que além do grupo controle 
também teve uma expressão maior comparado aos animais OVX (Fig. 8D). O grupo 
OVX+MPA mostrou um aumento significativo (p<0.05) da expressão de e-NOS 
























Figura 8. Imunoblotting representativo mostrando a presença de AT1 (A), AT2 (B), enzima 
conversora de angiotensina 2 (ECA-2, C), Mas (D) e óxido nítrico sintase endotelial (e-NOS, 
E) em aortas de ratas Wistar. Valores estão expressos como média ± EPM (n=5). *p<0.05 vs 
SHAM, $p<0.05 vs OVX. Para análise foi utilizada ANOVA de uma via, seguido de teste 










Os principais achados do nosso estudo podem ser resumidos como a seguir: i) a 
deficiência estrogênica reduz a resposta vasodilatadora mediada pela Ang 1-7 em 
aorta de ratas Wistar; ii) as terapias de reposição hormonal com E2, DRSPe MPA 
preveniu esse prejuízo na resposta, a qual é dependente de NO e iii) o tratamento 
em dose terapêutica com o 17β-estradiol foi capaz de melhorar a vasodilatação 
induzida pela Ang 1-7 em aorta de ratas Wistarovariectomizadas. 
No presente estudo, as ratas ovariectomizadas e tratadas com MPA apresentaram 
um aumento no peso corporal comparado aos demais grupos, e estão de acordo 
com dados da literatura (Sampsonet al., 2012; Ohtake et al., 2009; Yunget al., 2011), 
propondo que a exposição ao MPA foi suficientemente capaz de mostrar seus 
efeitos farmacológicos, visto que é comum a progesterona aumentar o ganho de 
peso corporal das ratas, por ações hormonais gestagênicas (Grey&Wade, 1981; 
Hervey&Hervey, 1967). As terapias hormonais com E2 e DRSP foram capazes de 
prevenir esse aumento no ganho de peso corporal causado pela deficiência 
estrogênica, corroborando com dados de Borgoet al.(2016), um efeito bem 
documentado na literatura (Xuet al., 2008; Fontana et al., 2014). Em estudos clínicos 
é observado um aumento no peso corporal, índice de massa corporal (IMC), 
deposição de gordura e distúrbios metabólicos, os quais são causados pela redução 
do estrogênio e tratamento com MPA (Gravenaet al., 2013), assim como a 
restauração desses parâmetros pela reposição com o E2 e a DRSP(Archer et al., 
2005; Huber et al., 2000; Foidartet al., 2000), esta última decorrente da sua atividade 
antimineralocorticóide, diminuindo a reabsorção de sódio e aumentando a excreção 
de água. 
O SRA atua como regulador da homeostase cardiovascular, influenciando direta e 
indiretamente as funções cardiovasculares e renais, e a Ang 1-7 é uma substância 
decorrente de vias alternativas à via clássica do sistema, que exerce efeitos 
vasodilatadores, contrariando as ações vasoconstritoras da Ang II, atuando como 
um contra-regulator do SRA. Os resultados mostram que na reatividade aórtica 
mediada pela Ang 1-7, apresenta um prejuízo da resposta vasodilatadora quando as 
ratas são ovariectomizadas, o que corrobora com resultados de Endlichet al. (2017), 




aorta de ratas SHR ovariectomizadas. A hipoestrogenia acometida nas mulheres no 
período pós-menopáusico e que se apresenta em modelos animais de ovariectomia, 
tem mostrado estar associada a disfunções hemodinâmicas e vasculares do sistema 
cardiovascular.  
Com o objetivo de conhecer os efeitos das terapias hormonais com o estradiol e 
progestinas sobre a reatividade induzida pela Ang 1-7, foram realizados estudos em 
ratas relativos às terapias hormonais com E2, DRSP+E2 e MPA.As ratas tratadas 
foram capazes de prevenir o prejuízo causado pela deficiência estrogênica, o que foi 
constatado pelo estudo deEndlichet al. (2017), o qual comprovou que ratas SHR 
tratadas com o 17β-estradiol tiveram a resposta vasodilatadora a Ang 1-7 melhorada 
em relação às OVX. Pelo que se tem ciência, é a primeira vez que são 
demonstrados os efeitos das terapias hormonais de MPA e DRSP+E2 sobre a Ang 1-
7 vascular, o que inviabiliza a comparação de resultados. A DRSP é uma progestina 
utilizada na terapia de reposição hormonal, na qual atua como um potente 
antimineralocorticóide, mostrando agir positivamente sobre o sistema cardiovascular. 
Villa et al. (2011) mostrouque em mulheres pós-menopausadas tratadas com 
Angeliq®, houve melhora da reatividade vascular e função endotelial, assim como 
mulheres pós-menopausadas com angina pectoris apresentaram aumento da 
perfusão e da reserva de perfusão miocárdica, tratadas com DRSP+E2(Knuutiet al., 
2007). O MPA é uma progestina altamente utilizada na terapia de reposição 
hormonal, e estudos prévios vêm demonstrando que seus efeitos atenuam as ações 
benéficas do estrogênio e antagonizam os da progesterona natural sobre o sistema 
cardiovascular. Foi demonstrado que a terapia combinada de MPA+E2 reduziu a 
vasodilatação mediada pelo estrogênio em mulheres pós-
menopausadas(Wakatsukiet al., 2001). Entretanto, outros estudosrevelam efeitos 
positivos ou neutros relacionados ao MPA. Acs e colaboradores (1999) revelou que 
a terapia combinada de MPA+E2 não antagonizou os efeitos benéficos do estradiol e 
a monoterapia com MPA não induziu mudanças significativas na reatividade de 
pequenas artérias de ratas. Arrowoodet al. (2000) publicou claras evidências que o 
MPA não atenuou a reatividade arterial em mulheres pós-menopausadas e Wender 
e coloboradores (2011) demonstrou que o tratamento com o MPA combinada ao E2 
foi capaz de reduzir o índice de pulsatilidade da artéria carótida interna de mulheres 




demostrar o efeito preventivo das terapias hormonais com DRSP e MPA sobre o 
sistema cardiovascular.  
Curiosamente, o tratamento somente com o E2 foi capaz de melhorar o efeito 
vasodilatador da Ang 1-7 em aortas de ratas Wistar, o que sugere que essa resposta 
é modulada pelos níveis circulantes de estrogênio. Similarmente, estudo prévio 
evidenciou que o estrogênio aumenta a resposta vasodilatadora a Ang 1-7 tanto em 
ratas intactas, quanto ovariectomizadas tratadas com E2 em artéria isolada de 
mesentérica (Neves et al., 2004), porém, contrariamente, Grobe&Katavich(2006) 
demostraram que o estrogênio teve um efeito inibitório dose-dependente na resposta 
vasodilatadora a Ang 1-7 em aorta de ratas Sprague-Dawley. Em ratas hipertensas 
transgênicas ovariectomizadas, foi demonstrado que o tratamento com estrogênio 
aumentou a resposta vasodepressora da Ang 1-7 e de seus níveis plasmáticos e, 
em contrapartida, diminuiu os níveis plasmáticos de Ang II, propondo que o E2 
desempenha um papel protetor ao intensificar os efeitos vasodilatadores da Ang 1-7, 
diminuindo as ações e formação de Ang II (Brosnihanet al., 1997).  
É bem demostrado na literatura que o efeito vasodilatador da Ang 1-7 na reatividade 
é mediado pela liberação de NO das células endoteliais (Silva et al., 2007; 
Fernandes et al., 2001). De fato, os resultados desse estudo mostram que na 
presença do L-NAME, inibidor da NOS formadora de NO, a vasodilatação foi 
totalmente abolida em todos os grupos experimentais, corroborando com os estudos 
prévios, fortemente sugerindo que a resposta da Ang 1-7 é mediada pelo NO. A Ang 
1-7 é um peptídeo na qual conhecidamente desempenha seus efeitos biológicos via 
receptor Mas e estudos evidenciam a existência de provável oligomerizações ou 
interações com os receptores de Ang II, no desencadeamento de suas ações 
funcionais (Santos et al., 2013; Castro et al., 2005). No sentido de avaliar as 
respostas dessas interações, foram construídas curvas de reatividade na presença 
do PD123319 e o A779, bloqueadores dos receptores AT2 e Mas, respectivamente. 
Foi Demonstrado que a vasodilatação mediada pela Ang 1-7 na reatividade aórtica 
não se alterou na presença do A779, corroborando com o estudo de Endlich e 
colaboradores (2017), o qual não apresentou diferença nas curvas de vasodilatação 
da Ang 1-7 na reatividade de aorta de ratas SHR (Endlichet al., 2017), da mesma 
maneira na qual outro trabalho mostrou que a vasodilatação induzida pela Ang 1-7 




Dawley(Silva et al., 2007), especulando-se que exista um subtipo de receptor para a 
Ang 1-7 ou que a resposta possa dependerdo leito vascular estudado, assim como 
da espécie ou modelo animal, visto que no estudo de Lemos e colaboradores (2005) 
a resposta da vasodilatação mediada pela Ang 1-7 foi totalmente abolida com o 
A779 na reatividade de aorta em camundongos knockout para Mas, do mesmo 
modo como Silva et al.(2011) que evidenciaram abolição com o A779 na resposta 
vasodilatadora da Ang 1-7 na reatividade vascular de aorta em ratos SHR.  
Foi caracterizada que a incubação dos anéis de aorta associada ao bloqueador 
PD123319 foi capaz de modular o efeito na vasodilatação mediada pela Ang 1-7 nas 
ratas tratadas somente com o E2, sugerindo uma maior seletividade da Ang 1-7 pelo 
receptor AT2. Estudos prévios demonstram que o estrogênio modula o SRAA 
através do receptor AT2, causando redução da pressão arterial associado à 
hipertensão (Sampsonet al., 2008; Sampsonet al., 2012), agindo positivamente 
sobre a insuficiência cardíaca congestiva (Hudson et al., 2007). Contraditório a 
esses achados, Endlichet al. (2017) mostrou que o estrogênio exógeno não alterou 
na vasodilatação induzida pela Ang 1-7 em anéis de aorta de ratas SHR bloqueados 
com o PD123319, e sugere-se que a divergência de dados possa estar relacionada 
à via de administração e dose do E2, tempo de tratamento ou modelo de animal 
estudado. 
A Ang 1-7 pode ser formada a partir da Ang I através da neutralendopeptidase 
(NEP) ou pela prolil-endopeptidase (PEP) ou ainda pela catalisação da Ang II em 
Ang 1-7 mediante a ECA-2 (Donoghueet al., 2000; Tipniset al., 2000). Os efeitos 
desse heptapeptídeo são dados pelo receptor Mas acoplado à proteína G, porém é 
reportado na literatura evidências de respostas fisiológicas associadas à ligação com 
os receptores de Ang II, AT1 e AT2, responsáveis por mediar as respostas 
vasoconstrictores e vasodilatadoras, respectivamente (Castro et al., 2005); e além 
disso foi demonstrado que a Ang 1-7 pode atuar ligando-se a um subtipo de receptor 
Mas (Silva et al., 2007). Nos vasos sanguíneos a resposta vasodilatadora da Ang 1-
7 acontece por um mecanismo endotélio-dependentevia fosforilação da e-NOS, 
aumento na síntese de NO e outros vasodilatadores, assim como a diminuição da 
resposta vasoconstritora de Ang II (Carey &Siragy, 2003). 
Visto isso, foi analisada a expressão proteica dos componentes do SRA e da eNOS, 




hipoestrogenia e sobre influência das terapias hormonais. Demonstrou-se que em 
aorta de ratas Wistarovariectomizadas e tratadas com progestinas e estradiol por 4 
semanas não há diferenças na expressão do receptor AT1 e da ECA-2. Esses 
achados parecem ser contraditórios com estudos anteriores, que demonstraram um 
aumento de expressão de AT1 em aorta de ratas ovariectomizadas SHR (Endlichet 
al., 2017) e Sprague-Dawley (Yunget al., 2011), e que a deficiência estrogênica 
promoveu uma supraexpressão desse receptor (Nickeniget al., 1998) e mostraram 
uma maior expressão do AT1 no sistema renal de ratas Sprague-
Dawleyovariectomizadas (Ramos-filho et al., 2013) ao passo que demonstram que o 
17β-estradiol induziu umadownregulation na expressão desse receptor em células 
do músculo liso vascular (Nickeniget al., 2000) e uma menor expressão em aortas 
de ratas SHR tratadas com E2(Vera et al., 2007) assim como no sistema renal de 
ratas Sprague-Dawleyovariectomizadas tratadas (Ramos-filho et al., 2013). 
Relacionado à ECA-2, foi demonstrado um aumento da enzima em células cardíacas 
de ratas Sprague-Dawley modelo DOCA-sal de hipertensão tratadas com alta dose 
de estradiol (Shenoyet al., 2009) e Ji e colaboradores(2008) mostrou uma redução 
da atividade da ECA-2 em rins de ratas Sprague-Dawley hipertensas 
ovariectomizadas, o que foi prevenido com o tratamento com 17β-estradiol. Diante 
dessas evidências, sugerimos que as divergências de dados possam estar 
relacionadas a diversos fatores: amostragem(n=5) e sensibilidade ao anticorpo ou 
até mesmo o modelo animal, tempo, dose e vias de tratamentos estudados. Não foi 
encontrado na literatura dados que avaliaram os efeitos da terapia hormonal com 
DRSP e MPA sobre a expressão dessas proteínas. 
Foi mostrado que houve uma maior expressão do receptor Mas em aorta de ratas 
Wistarovariectomizadas tratadas somente com E2 e combinada com DRSP, o que 
em parte corrobora para nossos resultados funcionais, visto que a vasodilatação 
mediada pela Ang 1-7 foi restaurada nas ratas ovariectomizadas tratadas, apesar de 
não ter sido observado diferenças nos anéis contendo o bloqueador do receptor 
Mas, o que foi sugerido anteriormente que haja um subtipo de receptor para a Ang 
1-7. Na literatura não foram encontrados dados para comparação a esse resultado 
em relação à terapia hormonal com a DRSP e contrariando esses resultados, em 




ventrículos esquerdos de camundongos geneticamente OVX tratados com E2(Wang 
et al., 2013).  
Surpreendentemente, foi observado um aumento na expressão do receptor AT2 e da 
e-NOS em aorta de ratas tratadas com acetato de medroxiprogesterona. São 
escassos estudos que relacionam o SRA ao MPA, não sendo encontrado na 
literatura dados para comparação em relação à expressão do receptor AT2, e 
sugere-se que talvez esse aumento seja um mecanismo compensatório de defesa 
para um possível prejuízo funcional que possa estar se instalando. De igual forma, 
observou-se um aumento da expressão da e-NOS que diverge de alguns trabalhos 
anteriores, onde demonstraram uma redução na expressão dessa enzima em 
células endoteliais tratadas com MPA(Simonciniet al., 2004; Liao, 1999; Oishiet al., 
2011), isso reforça a hipótese do mecanismo de defesa compensatório citado 
anteriormente. Evidências mostram que o estresse oxidativo em ratas tratadas com 
MPA é aumentado (Arias-lozaet al., 2011), o que pode gerar desacoplamento da e-
NOS, aumentando a sua expressão. Vale a pena citar que o aumento da expressão 
nem sempre é acompanhado pela ativação da mesma, necessitando que sejam 
















Diante dos resultados apresentados, podemos concluir que a hipoestrogenia 
acarreta distúrbios vasculares relacionados ao SRA, um eixo endócrino importante 
para a homeostase cardiovascular, prejudicando a vasodilatação induzida pela Ang 
1-7 na reatividade vascular em anéis aórticos de ratas Wistarovariectomizadas; 
sendo que as terapias de reposições hormonais com estradiol e progestinas 
restauram esses parâmetros. Estes dados são de suma importância, considerando 
paradoxos sobre os efeitos benéficos das terapias com progestinas, sendo esta a 
primeira vez que são relatados os efeitos das terapias hormonais de MPA e 
DRSP+E2 sobre a Ang 1-7 vascular. Com isso, se destaca a importância da terapia 
hormonal em condições de deficiência estrogênica, na qual se encontra as mulheres 
pós-menopausadas, e que se associa a distúrbios cardiovascularescomo 
hipertensão, disfunção endotelial, infarto do miocárdio e acidente vascular cerebral. 
É salientado a escassez e a necessidade de mais estudos que elucidem os 
mecanismos de ação das progestinas e ajudem a esclarecer seus efeitos exercidos 
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